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A cultura do amendoim (Arachis hypogaea) in vitro
está sujeita ao ataque de inúmeros patógenos
transmitidos, na maioria das vezes, através das
sementes. A necessidade do desenvolvimento de
protocolos para desinfestação das sementes se faz
bastante necessário devido à ação de
microrganismos que as atacam, reduzindo
significativamente sua porcentagem de germinação.
No cultivo in vitro o elevado grau de assepsia é
condição limitante em qualquer situação, já que
fungos e bactérias encontram, no meio nutritivo
utilizado, ambiente apropriado para se desenvolver
rapidamente, culminando com a morte das culturas
(TEXEIRA e TORRES, 1998). A assepsia das
sementes pode ser realizada através de substâncias
como o etanol e compostos à base de cloro
(hipoclorito de sódio ou de cálcio), além de outros,
como ácido clorídrico, cloreto de mercúrio e cloreto
de benzalcônio (HOFFMANN, et al., 1998). A adição
de detergente, como o tween 20, aumenta a
penetração do desinfectante no tecido e a dilatação
dos poros do propágulo, facilitando a penetração da
solução de desinfectante (PASQUAL et al., 1997).
Com o presente trabalho, objetiva-se protocolar uma
metodologia eficiente de desinfestação de sementes
de amendoim, utilizando-se ou não álcool a 70%, e
posterior imersão em hipoclorito de sódio em
diferentes concentrações, cultivando-se as sementes
completas ou os eixos embrionários, para obtenção
de plântulas sadias in vitro.
Sementes da cultivar de amendoim BR-1 foram
inicialmente lavadas com água corrente e sabão e,
em seguida, mergulhadas ou não em álcool a 70%
por um minuto, como um pré-tratamento e,
posteriormente, imersas em soluções de hipoclorito
de sódio durante  20 minutos, ao qual se adicionou
uma gota de Tween 20 para cada 100ml de solução
por 20 minutos. Utilizaram-se as seguintes
concentrações de hipoclorito de sódio com ou sem a
realização do pré-tratamento: 1,2% de cloro ativo
(T
1
); pré-tratamento + 1,2% de cloro ativo (T
2
); 1,4
de cloro ativo (T
3
); pré-tratamento + 1,4 de cloro
ativo (T
4
); 1,6 de cloro ativo (T
5
); pré-tratamento +
1,6 de cloro ativo (T
6
); 1,8% de cloro ativo (T
7
); pré-
tratamento + 1,8% de cloro ativo (T
8
), somando ao
todo, 8 diferentes tratamentos. Após a
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desinfestação as sementes foram lavadas quatro
vezes em água bidestilada estéril ficando,na ultima
vez imersas durante 4h.
Após os procedimentos de esterilização cultivaram-
se sementes com cotilédone ou eixos embrionários
excisados das sementes, provindos de cada
tratamento de desinfestação, em meio MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962) suplementado com
30 g/L de sacarose e 0,55% de ágar, e o pH
ajustado para 5,8 utilizando-se NAOH ou HCL antes
da autoclavagem, a 120 oC; em seguida, os tubos de
ensaio foram fechados com tampa de polietileno e
vedados com parafilme. As culturas permaneceram
no escuro durante 72 horas e, depois, foram
mantidas pelo período de 18 dias a 25±2ºC, com
um fotoperíodo de 16h de luz/8h de escuro e
intensidade luminosa de 30µmol m-2 s-1, até a
formação da planta matriz.
Utilizaram-se 24 repetições por tratamento de
desinfestação, dentre as quais 12 sementes
cultivadas com cotilédone e 12 sem cotilédone
(apenas o eixo embrionário), com uma semente por
tubo, avaliando-se o índice de contaminação para
cada tratamento em sementes cultivadas completas
e em eixos embrionários. A variável contaminação
de sementes foi submetida ao fator quantitativo
(concentração de hipoclorito de sódio) à regressão
polinomial e aos dados qualitativos (pré-tratamento e
semente) aplicou-se à análise da variância e as
médias dos tratamentos comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. Utilizou-se a
transformação y = 1+x  para a estabilização das
variâncias dos erros experimentais (GOMES, 1985).
Na Tabela 1 tem-se os resultados obtidos em relação
à variável contaminação de sementes de amendoim,
da variedade BR-1, utilizando-se de diferentes
metodologias de desinfestação.
De acordo com os resultados, pode-se comprovar
que a realização do pré-tratamento com álcool a
70% não interfere no processo de desinfestação das
sementes, apresentando-se estatisticamente não-
significativo (Tabela 1.). Quanto à utilização de
diferentes concentrações de hipoclorito de sódio,
observou-se que à medida em que se aumentou a
concentração de hipoclorito de sódio, reduziu-se o
número de contaminação, sendo os melhores
resultados provindos do tratamento em que se
utilizou a concentração 1,8% de cloro ativo (Figura
1.).
Na Tabela 1. observa-se, também, que a extração
do eixo embrionário auxiliou no processo de
desinfestação, possibilitando menor contaminação
por microrganismos do que quando utilizado a
semente completa, além de acelerar o processo de
germinação. Estes resultados confirmam o estudo de
Prasada Rao et al., 1995 com sementes de
amendoim, onde ao utilizar o embrião maduro de
Tabela 1. Valores Médios de Contaminação de
Sementes da Cultivar de Amendoim BR-1 conduzida em
diferentes tratamentos
1 Dados transformados em
Médias seguidas pelas mesmas letras não são significativamente diferentes





























Fig.1. Representação gráfica dos valores médios de
contaminação em função de dosagem crescente de
NaOCl
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amendoim, possibilitou a sua regeneração in vitro e a
eliminação de vírus ao descartar os cotilédones.
Conclusões
• Os tratamentos em que se utilizou o pré-
tratamento com álcool a 70%, não diferem
estatisticamente dos tratamentos sem a presença
do mesmo.
• Hipoclorito de sódio na concentração de 1,8%
resultou em um pequeno índice de contaminação
das sementes e, conseqüentemente, em maior
obtenção de plântulas sadias.
• Ao se retirar o eixo embrionário das sementes, o
índice de contaminação diminuiu
consideravelmente.
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